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パ ン 酵母 Sa c cha ro nv，CeS Ce re Visia e の 自 律複製配列 くa uto no m ou sly r eplic ating sequ e n c e，
A R SI を も つ プラ ス ミ ド は ， S． c e n visiae 細胞 を高頻度 に 形質転換で き る た め ， A R S は酵母染色体 に お
け る複製開始点と考え ら れ て い る ． 真核生物に お け る染色体複製開始機構 を明 ら か に す る 目的 で ， 5．
郎 削紀痕滋陀 第4 染色体の セ ン ト ロ メ ア付近 に 位置す る A R S l領域 と相 互作用 す る タ ン パ ク質 因子 を検索
した ． 最初に ， A RSl 領域 の う ち PstI 部位 か ら Rs aI 部位 の 6 bp 上 流 ま で の 97bp を含む D N A断
片くE岬 をプ ロ ー ブ と し て ， それ と特異 的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 調 べ た ，
その 結果， 酵母核抽出液中に 一 本鎖 K－49 D NA 断片 に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を検出 した ． 合
成オ リゴ ヌ ク レ オ チ ド を用 い た コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験よ り ， こ の タ ン パ ク 質因子 に よ る 複合体形成に 関
与す る領域が ， C 6合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ， すな わ ち ， 0鎖側 で コ ン セ ン サ ス 配列 と そ の 近傍 の コ ン セ
ン サ ス 類似配列 を含 む領域 に あ る こ と が明 ら か と な っ た ． 次 に ， C6合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ
ー
プ に 用 い て ゲル シ フ トア ッ セ イ を行 い ， 特異 的な タ ン パ ク質因子 を検出し た ． ま た ， 同領域の ゆ鎖側を
持 つ C 5合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド に つ い て も 同様に ， 特異的 な タ ン パ ク質因子 を検出し た ■ コ ン セ ン サ
ス 配列 と その 近傍の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含む領域 は ， 高頻度形質転換活性 に 不 可欠で あ る た め ， 今
回検出 さ れ た タ ン パ ク 質因子 が ， D NA 複製開始に 関与 す る可 能性 が考え ら れ た ．
Key w o rds S－ C ere Viiae， A R Sl， D N A binding fa cto r， gel shift a ss ay，
Single－Str a nded D N A
酵母 滋 ごrぉ れ刀町 ビどぶ C g 柁 ひねゴ戊e に お ける D N A複製
は ， 他 の 真核細胞 と同様 ， 染色体 D N A 上の 多数の 部
位 か ら お こ る11． その 間始点 の 数 は ， 1 僧体細胞当 り
約150個 で平均的 90kiloba s eくK bl の 間隔 で 存在 し て
い る ． ま た ， こ れ らの 開始点の 活性化は S 期に の み起
こ る よう に 制御さ れ て い る ．
こ の よ う な複製開始点 を含む D N A断片 を ク ロ ー ン
化す る 試み が ． 酵母 に お い て ， 多数行わ れ てき た
2J
． こ
れ ら の DN A断片は ， 自律 複製配列くa uto n o m o u sly
replic ating sequen ce， A R Sl と 呼 ばれ る も の で ，
A R Sをも つ プ ラ ス ミ ド は ， 酵母 菌 に 対 して 高頻度
A bbr e viatio n s ニA B F I， ARS binding
く1 03 へ 1 0
5
コ ロ ニ ー Ip g of D NAI 形質転換活性を有し
て お り
， 染 色体外 で自律的 に 複製 さ れ る ． ま た ，
A RS を含 む プ ラ ス ミ ド の 複製 は ， 染色体 D N A と同
様 に S 期 の 制 御 を 受 け て お り ， ま た ， こ の う ち
A R S lに つ い て は ， physic al m ap ping に よ っ て ， iコ
viv o で 実際 に 複製開始点 と し て働 い て い る こ と が明
ら か に な っ た 封 ．
多数の A R S断片の 塩 基 配列の 比 較よ り ， コ ンセ ン
サ ス 配列 5
，
－くAIT IT T T A TくAIGIT T TくAITl－3
， が
見い 出さ れ 4，， ま た ， こ の コ ン セ ン サ ス 配列 は高頻度
形質転換活性 に 不 可欠 で あ る こ と が 示 さ れ た
冊
facto r Ii A R S， a utO n Om O u Sly replic ating
sequ e n ce三 bp， bas e pairs三 D T T， dithiothreitoli E． c oli， Esche richia coli三 E D T
A，
ethyle nedia min etetr a a c etic a cid3 K b， kiloba s e三 P MSF， phenylm etha n es ulfo nyl flu oride三S
．
c e Y e uisiae， Sacha ro myces cere v巌 町 S V40， S
．imia n vir u s40
酵母 の自律複製領域 A R Sl と結合す る タ ン パ ク質
palzkill ら
8，は ， A R S断 片に は ， 多く の コ ン セ ン サ ス
類似配列が存在 して い る こ と を示 した
．
A RSl は酵母第IV染色体の T R Pl 遺伝子 に 隣接 す
る約 800 ba sepair stbpl の 領域で あ る が ， Celnike r
ら
5
切 欠損変異の研究 に よ り ， A ， B ， C ， 3つ の ドメ
イ ン に 分 けら れ て い る ． ドメ イ ン A は，
コ ン セ ン サ ス
配列を含む 1 卜19bp の領域 で ， 高頻 度形質転換活性
に必須な領域である ． ドメイ ン B は， ドメ イ ン A の 上
流， 50旬 10bp の領域 で ， ARS プ ラ ス ミ ド の安定性 に
関与して お り ， be nding 領域が存在 す る
朝
． ドメ イ ン C
は， ドメイ ン A の 下 軋 約 200bp の 領域で ， 安定性 に
関与する が ， そ の寄与率 は ドメ イ ン B よ り も小 さ く ．
ドメイ ン B を欠損 した プ ラ ス ミ ド で の み ， そ の 影響 が
みられ る ． ま た ， ド メ イ ン C は， in vitr oD N A複製系
に お い て ， 複製の バ ブ ル の形成が観察 され る場所 で あ
る ．
最近 ， A R S bindng fa cto rIくA B Fり が ドメイ ン
B のbe nding 領域 と重 複 した A B F I部位 に 結合 す る
こ とが明 らか に さ れ
10 ト 均
， ま た A B F 工部位 の近傍 に ，
A B FII工 が特異的 に 結合 して い る こ と が 明 ら か と な っ
てい る 瑚 ． しか し ， ドメ イ ン A お よ び その 近傍 と 相 互
作用す る タ ン パ ク 質因 子 に つ い て は ， 未だ 報告が な
今臥 筆者 はゲ ル シ フ トア ツ セ イ を用 い て ， A R S l
く1 18I
Hlnf エ A B F エSlte
H
9 13
領域 と相互作用 す る タ ン パ ク 質因子 を 調 べ ， そ の 結
果 ， ド メイ ン A お よ びそ の 近傍 の
一 本鎖 D N A と特異
的 に 結合す る タ ン パ ク質因子 を見い 出 した の で そ の紡
果 に つ い ての べ る ．
材料お よ び方法
工 ． 使 用菌株 およ ぴプ ラス ミ ド ． フ ァ ー ジ
1 ． 使 用菌株
M13 フ ァ ー ジ組み 換 え体 の増殖お よ び プ ラ ス ミ ド
の 作 成 に は ， 大 腸 菌 り餌 血 涙 兢 H 扉L 且 c弼
JM lO5株 くAla cpr o， thi， StrA， SbcB， hsd R， F
，
tr a－
D36， pr OA B，1a cI
qZ ム M 15J を用 い た 一
ま た
，
酵 母 核抽出液 の調製 に は ． 鼠 c併 跡 混血
D 13－1 AくM A Ta， his3－532， trpl， gall を用 い た ．
2 ． プ ラ ス ミ ド， フ ァ
ー ジ
Y Rp7 は， pB R 322 の Ec oRI 部位 に ， S． c ereぬ
－
ia eの A R Sl． T R Pl の 領域く約 1．4k blが 挿入 さ れ た
プラ ス ミ ド で あ る
2冊
． K 49 は， 村上 に よ っ て 作成さ れ
た M 13 フ ァ ー ジ の組 み換 え体 で ， A R S l領域 の う ち
PstI 部位 く2071 か ら Rs aI 部位の 6bp 上 流 く3 031
まで を含ん で お り く図 り ， A R S活性 を持っ て い るく村
上 ， 未発表 デ ー タト
II． 試 薬 類











don aln A do m aln C
Rsa工
C T G T A A AA T AJL C AA G A T G TAA A G A T AA T G C T 人人人T C A 一丁T G G C T T T T T G A T T G AT T G T A C
G A C A T T T T A T T G T T C T A C A mC T A T TC G A TT T A GT 人人人C C G AA A AJL C T 人人C T 人人CA T
3 0 3
2 2 0 2 5 5
2 2 6 2 5 5
2 37 255
C 5 － く＋1 s tr a nd
く－I S tr a nd
Kq9
Fig．1． T he c o nfiguration of A R Slregio n a nd m aps of K 4 9 deleted clo n ea nd
synthetic oligo n u cle otides． T he r egio n s of dom ain A， B， a nd Ca r etho s efrom
Celnike r et al． 司 Do m ain A c o ntain sthe llbp c o n s e n su s s equ e n c eindicated with
clo s ed bo x． T he A B F I bind ng site a nd be nt D N AreglO n a r eindic ated in the
m ap． con s en su s related s equ en c e sa s r epo rted by Palz
kill a nd Ne wlo n
81
a re
indicated with ope n bo x e s． Numbers abo v elin e s a r ethe d
istan c ein the




ジ ー ン く富LJン の 製 品 を ． Klenow fr agm e nt は 宝酒
造
，
ザイ モ リ エ イ ス は キ リ ン ビ ー ル く束京1． T4 ポ リ
ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ は東洋紡 く大阪1， プ ロ テ ア ー ゼ
K お よ び リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A は Sigm a社 く米国一の 製
品 を用 い た ． D N A標識 の Ea ． 32Pl d C T P， お よ び
Ey － 32Pコ A T Pく旬 3000 Cilm m o1 は アマ シ ャ ム ． ジ ャ
パ ン く東京1よ り購入 した ． ヘ パ リ ン ． ア ガ ロ ー ス お よ
び Fic oll は Sigm a 社 く米 国1， D E A E－Sepha cel，
Pe rc ollお よ び D N A交 互 配 列 ポ リ マ ー ． pOly
くdI，d Clは ， P ha r m a cia 社く米国1よ り購入 し た ． こ れ
以外の 試薬で特 に 会社名の 記載 の な い も の は い ずれ も
和光純薬く大阪ナ， あ るい は半井化学く京都1の 製品 を用
い た ．
m ． 酵母 核抽出液の 調製 お よ び部分 精製
1 ． 酵母核抽出液の 調製
S． ce reuisiae D1 3－1 A を Y E P D培 地 E l ％
ba cto－yeaSt e Xtr a Ct ， 2％ ba cto －peptOne， 2％ グ ル
コ ー スコ， 30
0
Cで ， 対数増殖期 くO D6 00 ニ 1 ． 引 ま で 培 養
し たの ち ， 遠心 に よ っ て 集薗 しS 緩衝鞭亡1M ソ ル ビ
ト ー ル ， 50m M リン酸 カ リ ウ ム くpH 7．81． 0．5m M 塩
化 か レシ ウ ムコ で 菌体 亡約 10gコ を洗浄 し た ． 次 に ，
30m M dithiothreitolくD T Tlを 含む S緩衝液 に 菌体 を
懸濁 し． 30
0
C で10分間放置 し た後 ， Z緩衝液亡1M ソ
ル ビ ト ー ル ， 2 5m M リ ン 酸 カ リ ウ ム くpE 7． 81，
25m M コ ハ ク酸 ナ ト リ ウ ム ， 0． 5m M 塩 化 カ ル シ ウ
ム ， 0 ． 5m M phe nylm etha n es ulfonyl flu o ride
くP M S Fl， 3 m M D T Tコ に 懸濁 しな お し ， ザ イ モ リ エ
イ ス60000を加 え て ， 30
0
Cで 静 か に 振 と う し た ． 約3 0
分後に 遠心 く3000rpm ， 5分いこよ り ス フ ェ ロ プラ ス ト
を集め ， S緩 衝液 で洗浄 し た ． 次 に ス フ ェ ロ プ ラ ス ト
を ， 0 ．4％ Triton X lOO． 18％ Fic oll， 10JL gノmi ロ イ
ペ プ チ ン
，
10メイ gノml ア ン チ パ イ ン を含 む P C綬衝液
E20m M リン 酸カ リ ウ ム くpH 6．41， 0．5m M 塩 化 カル
シ ウ ム ， 0 ． 5 m M P M S Fコ に 懸濁 し て 破 菌 し ，
Potter－EIv ehje m ホ モ ジ ェ ナイ ザ ー け フ ロ ン ペ ツ ス
叫 を用 い て 温和 に ホモ ジ ュ ナ イ ズ した － ホ モ ジ ネ
ー
ト はあ らか じめ 調製 して お い た30％ Pe rc oll濃 度勾配
E30％ Pe rc oll， 1M ソ ル ビ ト ー ル を含む P C緩衝液
を 15000rpm l時間遠心 し た も のコ に の せ ， 水 平ロ ー
タ ー で 3000rpm 20分遠心 し た ． こ の 操作 に よ っ て 核
と ， そ の 他 の 細胞質成分 を 分離 し た ． つ ぎ に ，
Per c oll濃度勾配 よ り核画分 を取 り出し ， Pe r c ollを除
去す るた め に 1 M ソル ビ ト ー ル を含 む P C緩衝液 を
10倍量加 えて 捜拝 し ， 再び 遠心 で 核 を集 めた 一 核 か ら
の核抽出液の 調製 は ， Di卯 a m ら
1 司
の 方法 に 従 っ て次
の よ う に 行 な っ た ． 分離 さ れ た 核 を ， C緩 衝液 L20
野
m M H E P E SくpH 7．51， 0 ．42M 塩 化ナ ト リ ウム ， 25％
グ リセ ロ ー ル ． 1．5m M 塩 化 マ グ ネ シ ウ ム ， 0 ．2mM
ethylenedia min etetr a a c etic a cidくE D T AI， 0 ．5mM
D T T
， 0．5m M P M S F， 10FL gJ
，
ml ロ イ ペ プ チ ン
，
10
JL glml アン チ パ イ ンコ に 懸濁 して ， Whe ato n ホ モ
ジ ュ ナ イ ザ ー くB型 ペ ッ ス ルー を用 い て ホ モ ジ ェ ナイ
ズ した ． ホ モ ジ ネ ー ト は ， さ ら に30分間 ， ス タ ー ラ ー
で 攫拝 し た後 ， 25，000xg で30分 遠心 し た ． 得 られた透
明 な上 清を ， C綬衝液 で平 衡化 し た D E A E－Sepha cel
カ ラ ム くカ ラ ム 容量 ， 3 mり を通過 せ し め て 核酸 を除
去 し た ． こ の 除 核 酸画 分 を ， D 綬 衝 液 仁20mM
H E P E SくpH 7．51， 0．1 M 塩化 カ リ ウ ム ， 20％グリ セ
ロ ー ル
， 0 ．2m M E D T A， 0 ．5m M D T T， 0． 5m M
P M SFコ に 対 し て 透析 し た後 ， 再 び遠 心 く25，000xg，
20分1 し て沈殿 を除 去 し た ． こ の 上 清 す な わ ち ， 核抽
出液 は ， 液体窒素中 で凍結 し た 後 ． － 70
0
C で 保存し
た ， 核抽出液 の タ ン パ ク 質総量 は通常 20m gく総容量 ，
5〆 － 20m り で あ っ た ． な お ， タ ン パ ク 質 濃度 は
Br adfo rd 試薬
167 を用 い て 測定 した ，
2 ． ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス ． ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
る タ ン パ ク 質因 子 の 部分精製
核抽出液中の タ ン パ ク 質因 子 の 部分精製に ， ヘ パ リ
ン ア ガ ロ ー ス ． ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー を用 い た ． 酵母核
抽出液く20ml， タ ン パ ク 質濃度 1 m gJIml を D緩衝液
に 対 し て透析 し ， あ ら か じ め同緩衝液で平衡化して お
い た ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス カ ラ ム くカ ラ ム 容量 ， 1．5ml一
に 添加 す る ． カ ラ ム は 3倍量 の同緩衝液 で 洗浄したの
ち
，
0．1M か ら 1 M ま での 塩 化 カ リ ウ ム 濃 度勾配
く18mり を用 い て 溶出 を行 っ た ． 溶出 した 各画 分に つ い
て ，
3 2P で 標識 した D N A断片と の 結合活性 をゲ ル シ
フ ト ア ッ セ イ で 測定 し た ． 今回 ， 主 に 用 い た No ．32画
分 は ， タ ン パ ク 質濃度 ， 0．7ノノ gル1 で ， 0．4 5 ME Cl
で 溶 出さ れ た も の で あ る ．
IV． ゲ ル シ フ トア ッ セ イ に よ る タ ン パ ク 質 ． D N A
複合体 の 検出
1 ．
黒P一 標識 D N A プロ ー ブ の 作成
K 49 プロ ー ブ の 場 合 ， M 13組 み 換 え 体 の 挿 入
D N A断片 を ． H indIII－Sa cI で 切 り出 し ， ポ リ アクリ
ル ア ミ ド ゲ ル で 精 製 し た 後 ， K le n o wfr agm ent と
くa － 甲1－d C T P を開い て ， H indl工IO13
， 末端標識を
行 っ た ． 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ
ー プ の 場合－
T 4 ポ リヌ ク レ オチ ド キ ナ
ー ゼ に よ り ， くy －
32Pl．AT P
を用 い て 5
，
末端標識 を行 っ た ．
2 ． D N A． タ ン パ ク 質複合体の 同定
プ ロ ー プ お よ び コ ン ペ テ ィ タ ー D N Aの 熱変性は，
10m M Tris ． H ClくpH 7．51－1m M E D TA 溶液中，
酵母の 自律複製領域 A RSl と結合す る タ ン パ ク質 915
90旬 95
0
C， 5分 で 行 い ， 迅 速 に 水 槽中 で 冷却 し た の
ち ． す ぐに 測定 に 用 い た 一 ゲル シ フ トア ッ セ イ の 反 応
液は ， 20JLl で 20m M Tris
． H ClくpH 7■51， 50m M
塩化ナ ト リ ウム ， 10％グ リ セ ロ
ー ル
， 1 m M D T T，
0．4 旬 1JJ g pOlyくdI－d Cl， 守 一標識 D N A， コ ン ペ テ ィ
タ ー DN Aお よ び 0
旬 5 〆 g の 部分精製核タ ン パ ク質
を含んで い る ■ 反応液 を22
P
C で30分イ ン キ ュ ベ ー 卜 し
たのち ， 5 声1の ゲ ル ロ
ー デ ィ ン グ緩衝液く40％ グリ セ
ロ ー ル お よ びプ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブル ー を含む T B E横
衝液 L9 0m M Tris ． H3 B O3 くpH 8． 01， 2 m M
E DT AH を加え ， 80 V電圧 下 で 6 ％ポ リ ア ク リ ル ア





C で1 へ 3時 間電気泳動 を行 っ た ． 泳動 に は
T B E緩衝液 を用 い た ． 泳動後 ， ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル
を Whatm a n3M Mの フ ィ ル タ
ー に 移 して乾燥 し ， X
線フ イ ル ム X－ Om at A RくKodak， 米 卸 ， お よ び 増感
スク リ ー ン を用 い て欄700C で 1ん 2 日間 オ ー ト ラ ジオ
グラ フ イ ー を行 っ た ．
なお ， ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス 画分の リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ
Aに よ る前処 理 お よ び プ ロ テ ア ー ゼ K に よ る 前処理






V ． 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
合成 オリ ゴ ヌ ク リ オ チ ド は ， D N Aシ ン セ サイ ザ ー
くA BI社 ， 米 国1 で 合 成 し ， N E N S O R B， P R E P
くN E N， Re s e ar ch pr odu cts， 米 剛 を 用 い て 精製 し
た ． 本研究で 用 い た合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドの 省略形
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I ． A RS lの ドメ イ ン A近 辺 と結合す る タ ン パ ク 質
国子
A R Sl領域 の ， ド メ イ ン A お よ びC と相互作 用 す る
因子 を調 べ るた めに ， K 49 プロ ー ブ を用 い てゲ ル シ フ
トア ッ セ イ を行 っ た ． 核抽出液は ， 5． cg rgぬ才戊g の 対
数増殖期 の 細胞 よ り調製 し， さら に ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー
ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を用 い て ， タ ン パ ク 質因子 の 部
分精製 をお こ な っ た ． A R Sl 領域の う ち PstI 部位か
ARS1 1つBR52
門 戸予て干三千毒
1 2 警 句 5 6 ア
Fig． 2． Gel shift a ss ay of K49 pr obe． End
．
1abeled K 49 fragm e ntく0．2 ngI w a sin c ubated
with hepa rin aga r o seNo ．32 fr a ctio n く1．4JL g
pr oteinlin the pre s en ce of lJJ g pOly くd トd Cl
a nd v a rio u s am o u nt of n on r adio a ctiv e c om －
petito r D N A fr agm ent a sindic ated， fo
llo w ed
by electr ophor etic a n alysis－ La n el， the pr obe
alo n e． Lan e2 and 5， binding rea ctio nin the
absen c e of c o mpetito r D N A． Lan e3 a nd 4，
binding re a ctio nin the pre s ence of 50 a ndlOO
ng of A R Sl
－0．8 KbくEc oR I－H ind IID fr agm e nt，
r e spe ctiv ely－ Lane 6 a nd 7， binding r e a ctio n
in the pr e se n c e of 50a nd lOOng of pB R 322
－
2．1 K bくRs aI －Rsa り fr agm e nt， r eSpeCtiv ely．
D S a nd SSindic ate ba nds of double str a nd
a nd single str a nd pr obe s．
916 久
ら Rs aI 部位 の 6bp 上 流 ま で の 97bp く図 1 ，
207－3031 を含む K 49 D N A断片 を プ ロ ー ブ に 用 い て ，
こ れ ら の ヘ パ リ ン アガ ロ ー ス に よ る部分精製画分 とゲ
ル シ フ ト ア ッ セ イ を行 な う と ， ゲ ル 上 に 3 ノ 1 －ノ 4 個の バ
ン ドが検出さ れ た ． こ の論文で は ， こ れ ら バ ン ド のう
ち ， A R Sl特異的と思わ れ る バ ン ド に つ い て詳 しく調
べ た ． 図2 のレ ー ン 2 に 示 す よ う に ， ヘ パ リ ン ア ガ
ロ ー ス No．32画分を用 い る と ， 遊 離の D N A プロ ー ブ
よ り ， 移動度 の 小さ い バ ン ド が検出さ れ た ． 図3 に 示
す よ う に ， ゲ ル シ フ トア ッ セ イ で 移動度の 小 さ い バ ン
ド を示 す タ ン パ ク質分画くNo．30句 32画分1 は ヘ パ リ
ン ア ガ ロ ー ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 0． 38
ノ ー
0．45M K Cl で主 に 溶 出され る も の で あ る ． こ の 複合
体の バ ン ド は ， A R Sl．0． 8 K bくH indIII．Ec oR り D N A
断片 を 100ng ま で加 え た場合 ， 減 少 した が く図 2 ，
レ ー ン 3 ， 41， pBR 322－2 ． 1K bくRs aI ．Rsaり D N A
断片 を加 えた 場合 は ， バ ン ド に 変化 は見 られ な か っ た
く図2 ， レ ー ン 6 ， り ． また ， プ ロ テ ア ー ゼ K で ヘ パ
リ ン ア ガ ロ ー ス 画分を前処理 した の ち ゲ ル シ フ ト ア ッ
セ イ を行 っ た 場合 ， こ の バ ン ド は検 出さ れ な か っ た
が ， リ ボヌ ク レ ア
ー ゼ A に よ る前処 理 の場合 で は検出


















に 特異的 に 結合 す る タ ン パ ク 質因子 に よ っ て形 成され
た も の と考 え られ た 一 しか し ， E 49 D N A断片の 高い
A T含有量の た めか
．
E 49 ブロ ー プ 中 に は ， わ ずかな
量の 一 本鎖 プ ロ ー ブ が 含 ま れ て い た く図 2 ， レ ー ン
り ． そ し て こ の 一 本鎖 プ ロ ー プの バ ン ド は ， タ ンパ ク
質 を加 えた と き効率良 く消失 した た め く図 2 ， レ ー ン
2I， 一 本鎖 D N A プロ ー プ に タ ン パ ク質 が 結合 して
い る可能性が考 え られ た ． そ こ で K 49二 本鎖 プ ロ ー
ブ を熱変性 に よ っ て 一 本鎖 と して 急冷 した の ち ， ゲル
シ フ ト ア ツ セ イ を行 っ た と こ ろ ， ニ つ の 強い バ ン ドが
検出 さ れ た く図 4 ， レ ー ン 4 ， 複合体 1 ， 複合体2ナ．
こ の と き ，
一 本鎖 D N A プロ ー プ ヘ の結合活性は非常
に 強 く ， プ ロ ー プ は 全 て複合体 を形成 して い た ． 一
方 ， 熱変性 し な い ブ ロ ー プ の 場合 ， ご く弱い バ ン ドし
か 検出され な か っ た く図4 ， レ ー ン 2ト こ の こと によ
り ， 検 出さ れ た バ ン ドは ， 一 本鎖 D N A プロ ー ブとタ
ン パ ク質 と の 複合体 に よ る も の と結論 され た ．
1工． 一 本鎖 D N A一 夕 ン バ ク 質複 合体 の 特異性
つ ぎに 検 出さ れ た バ ン ドが 特異的 な D N A一夕 ン バ
ク質複合体 に よ る も の か どう か調 べ るた め に
， 合成オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て コ ン ペ テ ィ シ ョ ン実験を
行 っ た ． 上 記の 熱変性 した K 49 プロ ー ブ と とも に ， 0



























Fra ctio n nu m be r
Fig． 3． Pa rtial pu rific atio n of K 49 D N A bindingfa cto rby heparin aga ro s echr o m atogr aphy －
T he n u cle a r e xtr a ctくv olu m e20ml， tOtal protein 20m gl w a sdialyz ed again st buffe r D and
lo aded o nto hepa rin aga ro se c olu m nくvolu m el．5 mり equilibrated with buffe rD． T he c olu m n
w a sw a shed with thre e colu m n v olu m e of the s a m ebuffer， a nd the n eluted with a 1 8ml
lin e a rgradie ntfr o mO．1 Mto I M K Cl in buffe rD． Individu al fr a ctio n sくfra ctio n v olum eニ1．5
mlくN o．1 へ 181， 0．5 mlくNo ．19句 551ナ w e re a ss ayed by gel shift a ss ay with do uble stranded K 49
D N Apr obe a sde s c ribed u nde r M ate rials a nd Methods． Intensity of K 49 D N A
－pr Otein
c o mplex ba nds o n a uto r adiogr aphs sho w nin Fig． 2 w as m e a s u r ed by a Sim adz u C S
－9000
de n sito m eter． On e a． u ． くa rbitr a ry u nitl of binding a cti vity c orr e spo nds to abs o rba n c e of l．O
at 620n m of de sito m ete r． 0
－ －
0 ， prOtein conce ntr atio nニ ー
－－－ 一 中 ， binding a ctivity to K49
pr obei …
… － － －
， K CIc o n c e ntr atio n．
酵母 の自律複製領域 A R S l と結合す る タ ン パ ク質
鎖側で コ ン セ ン サ ス 配列 と その 近傍の コ ン セ ン サ ス 類
似配列を含 む 30m e rの C6合成 オリ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド を
コ ン ペ ティ タ
ー と して 加 える と ， 複合体 2の バ ン ドは
0．5ng の コ ン ペ テ ィ タ
ー で ほと ん ど消失 し， 複合体 1
の バ ン ドも 弱 い コ ン ペ テ ィ シ ョ ン を う け た く図 5 ，
レ ー ン 3 ， 41． こ れ に 対 し ， A R Sに 無関係 の 合成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オチ ド ， H E llく35m erl で は ， 1ng 加 えて
も 2つ の バ ン ド に 変化 は見ら れ な か っ た く図 5 ， レ
ー
ン 9， 1肛 さら に H E 5， G 6P Dゆ合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チドで も 1ng で コ ン ペ テ ィ シ ョ ン は 見 ら れ な か っ た
僻果示さ ず1■ こ の 結果か ら ， 複合体 1 お よ び 2 は特
異的な1本鎖 D N A
一 夕 ン バ ク質複合体であり ， コ ン
セ ン サ ス配列 と その 近傍 を含む領域 と相互作用 して い
る と考え られ た ． また ， コ ン セ ン サ ス 配列 と リ ン カ
ー
配列 を含 む 25m e rの 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド で あ る
Y A R SOをコ ン ペ テ ィ タ ー と して加 え た時 ， C 6 と同
様に コ ン ペ テ ィ シ ョ ン が 見ら れた が く結果示 さ ず1， コ
ン セ ンサ ス酉己列 の み を含 む1 9m e rの C 2合成 オ リ ゴ ヌ
ク レ オ チ ドで は ， 複合体 1 ， 2の バ ン ド の 減少 は見 ら
Fig．4． Co mpa ris o n of binding a ctivity betw ee n
do uble str a nd pr obe and single str a nd pr obe
Of K49fragm e nt． Eithe r u nhe atedくIa n el， 2l
orhe atedく1a n e3， 41K 49pr obe w a sin c ubated
Witho utく1a n el， 3l or withくIa n e2， 4H－epa rin
agar o s eNo ．32 fr a ctio nく0．9JL g pr Oteinlin the
pres en c e of lFL g pOlyくdI－d Cl．
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れ な か っ た く図5 ， レ ー ン 6 ， 71． こ れ ら の 結 果か
ら
， 今回 検出さ れ D N A一 夕 ン パ タ質複合体の形成 に
は ， C 6 D N A と Y A RSOの 共通部分で ある コ ン セ ン
サ ス 配列が 重 要 で あ る が ， コ ン セ ンサ ス配列の み で は
不十分で あ り ， その 近傍 の 配列が必 要 で あ る と考 えら
れ た ．
また
， 検 出さ れ る複合体 1 と複合体 2の 割合 は タ ン
パ ク 質の 濃度 に 依存 して い た ． 測定に 用 い る タ ン パ ク
質濃度が低 い 時に は ， 複合体 1の バ ン ドが 主に 検出さ
れ るが ， タ ン パ ク質 濃度の 増加と とも に ， 複合体 2 の
バ ン ドが 増加 し ， 高タ ン パ ク 質濃度で は ほ とん ど複合
体 2 の バ ン ドの み が 検出さ れ た く結果 示 さ ず1． こ れ
は ， タ ン パ ク質濃度 に依存 して ， 複合体1 よ り複合体
2 が形成 され た も の と考 え られ ， お そ らく ， 複合体 1
の バ ン ド は 1重 体 － D N A複合体 ， 複合体2 は 2量体
－D N A複合体 に よる も の で あ ろう ． また ， 複合体 1
に さ ら に 親和性 の 低 い 第二 の タ ン パ ク質因子 の結合 に
C6 C 2 HEユユ
T F l rTTl
ユ 2 5 勾 5 67 8 9 10
Fig．5． Gel shift a s s ay of K49 single str a nd
pr obe． He ated K 49fr agm e ntく0．2 ngl which
w a s e nd－1abeled in O str a nd w a sin c ubated
with heparin aga r o seNo ．32 fra ctio nく0．7p g
pr oteinlin the pre s en c e of lFL g pOly くdI－d Cl
a nd vario u s a m o u nt of n o n radio a ctive com q
petitor D N A fr agm e nt a sindic ated， follo w ed
by ele ctr opho r etic a n alysis■ La n el， the pr obe
alo n e． La n e2， 5， and 8， binding r e a ctio nin
the abs e n ce of c om petito rD N A． La n e3 a nd
4， binding re a ctio nin the pre s e n c e of O－5 and
l ng ofC6 01igo n u cle otide， r eSpe Ctiv ely． La n e
6 and 7， binding r e a ctio nin the pr es e n c e of
O．5 and l ng of C201igo n u cle otide， reSpe Ctiv e
－
1y． La n e9 a nd lO， binding r e a ctio n in the
pr e se n c e of OT5 a nd l ng of H E lloligo
．
n u cle otide．
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よ っ て 複合体 2 が形成さ れ た 可能性 も考 え ら れ る ．
I1 ， 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ド ブ ロ ー プ に よ る 複合体
形成
上 記の 実験結果 に よ り ， 複 合体 の 形 成 に 関与 す る
K49 プ ロ ー ブの 領域 は ， C 6合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
に 含ま れ る領域 に あ ると 考 え られ た た め ， C 6合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を プ ロ
ー プ と し て D N A
一 夕 ン バ ク
質複合体が 形成 さ れ る か に つ い て調 べ た ． C 6合 成 オ
リ ゴ ヌ ク レ オチ ド プ ロ ー ブ と ， ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス
No ．32画分 を用 い て ゲ ル シ フ トア ツ セ イ を 行 っ た と こ
ろ ， 図6 の よう に ， 移動度の 小さ い 強 い バ ン ド く複合
体 al と ， 移動度の 大き い 弱い バ ン ド く複合体 い の 二
つ の バ ン ドが 検出さ れ た ． こ れ らの 二 つ の バ ン ド は プ
ロ テ ア ー ゼ K に よ る ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス 画分 の 前処理
に よ っ て 消失 した が ， リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ A に よ る前処
理 で は 影響 を受 け な か っ たの で ， タ ン パ ク質 因子 に よ
るも の と 考 えら れ た ． C 6合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を
コ ン ペ テ ィ タ ー と して 加 え た 時 ， 複 合体 a の バ ン ド
は ， コ ン ペ テ イ ク
ー 0．5ng で 完全 に 消失 し ， 複合体b
バ ン ド は t O．5ng で い っ た ん 増加 し ， そ の 後 1ng で ，
完全 に 消失 し た く図 6 ， レ ー ン 3 ノ ー 51． し か し ，
C G ttE二し1
l
一 － － － －
1 r l
野
HE l 合成オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を コ ン ペ ティ タ ー とし
て 用 い たと き ， 1ng で も 両 バ ン ド は減少 せ ずく図6，
レ ー ン 8 ， 9 1， 熱 変性 し た pB R322－2 ．1k bくRsaI．
Rsaり D N A断片を コ ン ペ テ ィ タ ー と し て 用 い たとき
も
，
2ng で 同様 に バ ン ド は 減少 し な か っ た 個 6
，
レ ー ン 12へ 141． ま た ， H E5， G 6 P D8合成 オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ドで も ， 1ng で コ ン ペ テ ィ シ ョ ン は 見ら れな
か っ た く結果示 さ ず1． こ れ ら の 結果 よ り ， 両バ ン ド
は ， 特異的な タ ン パ ク 質－D N A複合体 に よ るも の と
考 え ら れ た ■ ま た ， pB R3 22． ， 1 k bくRsaトRsaII
D N A断片 に つ い て ， さ ら に コ ン ペ テ ィ タ ー の 量 を増
や し て コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験 を行 っ た結果
．
こ の 検出
さ れ た タ ン パ ク 質因子 は 熱変性 した pB R322D N A断
片よ り も 約20倍強く C 6合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オチ ドに結
合す る こ と が わ か っ た ． 検出さ れ た 二 つ の バ ン ドが，
親和性の 異 な る 2 つ の タ ン パ ク 質国子 に よる も の で あ
るの か ， 1 つ のタ ン パ ク 質国 子 の モ ノ マ ー と オリ ゴ
マ ー の 関係 に よ る も の で あ る の か は ， 現 在の と ころ不
明 で あ る ．
つ ぎに ， 圧鳩自D N Aに も同様な タ ン パ ク 質因子 が相
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f
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－
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酵母の 自律複製領域 A R Sl と結合す る タ ン パ ク 質
サス配列お よ び その 近傍の 類似配列 を含 む C
5 合成 オ
リ ゴヌ ク レ オ チ ド を用
い 実験 を行 っ た ■ C 5合成 オ リ
ゴヌ ク レ オ チ ド プ
ロ ー プ と ヘ パ リ ン ア ガ ロ ー ス
酌 ．32画分 を用い て ゲ ル シ フ トア ツ セ イ をお こ な っ た
とこ ろ ， 図7 の ように ， 強い バ ン ドが 検出さ れた ． こ
のバ ン ドは プ ロ テ ア
ー ゼ E に よ る ヘ パ リ ン ア ガ ロ
ー ス
画分の前処理 に よ っ て消失 した が ， リ ボ ヌ ク
レ ア ー ゼ
Aによ る前処理 で は影響 を受 け なか っ た の で ， タ ン
パ
ク質因子 に よる も の と 考 え ら れ た ■ こ の
バ ン ド は
，
c5合成オ リ ゴヌ ク レ オチ ドを コ ン ペ テ ィ タ
ー を加 え
たとき消失す るが く図 7 ， レ
ー ン 3－ 41， H Ell 合成
ォリ ゴヌ ク レ オ チ ド で は ， ほ と ん ど 変化 し な か っ た
く図7， レ ー ン 6， 7，． こ の 結果か ら ， 命鎖に も ． 0
C5 HEl
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Fig．7． Gel shift a ssay of C 5synthetic oligo
－
nu cle otide probe． End－1abeled C5 01igo n u cle o
－
tide く0．04 ngl w a s inc ubated with hepa rin
aga r o seNo ．32 fr a ctio nく0．7FL g pr Oteinlin the
pr e se n c e of O．4JJ g pOly くdI．d Cl a nd v arious
a m o u nt of n o n r adio a ctiv e c o mpetito r D N A
fragm e nt a sindic ated， follo wed by ele ctr o
－
phoretic a n alysis． La n el， the pr obe alo n e－
La ne 2， and 5， binding r e a ctio nin the abse n c e
Of c o mpetito r D N A． La n e3 a nd 4， binding
re a ctio nin the pr e se n c e of O．5 a nd l ng of C5
01igo n u cle otide， r e Spe Ctiv ely． La n e6 a nd 7，
binding r e a ctio nin the pr e se n c e ofO．5 and l
ng of H E lloligo n u cle otide， re Spe Ctively．
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鎖 と同様 に 特異的な 一 本鎖結合タ ン パ ク質が 相互作用
す る こ とが 明 ら か と な っ た ．
考 察
S． 郎削 捏壷滋柁 の 染色体複製開始に 関与す る タ ン パ ク
質 を検索す る 目的で ， S． cer gぬブ戊g の A R S l領域 と相
互作用 す る タ ン パ ク 質因子 の 検出 を， ゲル シ フ トア ッ
セ イ を用 い て行 っ た ． ド メイ ンA 近傍 と ， ド メイ ン C
の 一 部を含 む K 4 9 D N A断片 をプ ロ
ー プ と して 用 い た
と き ， S． cg 柁ぬ才戊e 核抽 出液の ヘ パ リ ン アガ ロ
ー ス ク
ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ る部分精製画分 との ゲ ル シ フ ト
ア ツ セ イ で ， ゲ ル 上 に 3
へ 4 の バ ン ド を検出し ， そ の
う ち の
一 つ は0側の 一 本鎖 D N A と結合 した も の で あ
る こ と が明 ら か と な っ た ． さ ら に K 49プ ロ
ー プ を 用
い た コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験と 合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
プ ロ ー プ の 実験 よ り ， 検出さ れ た 一 本鎖 D N A結合タ
ン パ ク 質因子 が ， 0鎖の コ ン セ ン サ ス 配列お よ び そ の
近傍 の類似配列 を含 む領域 と特異的に 結合 し てい る こ
と が明 ら か と な っ た ． ま た ， 同じ領域の0鎖 に も ， 特
異的な結合 タ ン パ ク質が 検出さ れ た ． しか し， 0鎖 に
結合す る タ ン パ ク 質因子 とQ鎖に 結合 する タ ン パ ク 質
因子 が そ れ ぞ れ 異な っ た 因子 で あ る の か同
一 の 因子 で
ある の か は ， 今 ま で の 実験 デ ー タ で は ， 明 ら か で な
い ． 特異的 な配列 を認識 す る 一 本鎖 D N A結合 タ ン パ
ク 質に つ い て は ， 最近 ， 幾 つ か の報 告が な さ れ て い
る ． La n niga n ら




本鎖 の estrogen r espO n Siv e elem e ntくE R El の コ
ー
デ ィ ン グ鎖 に 特異的 に 結合 す る こ と を 見い 出 し て お
り ， ま た ， Gailla rd ら
1 8， は ， Simia n vir u s40くSV40J
の 転写制御領域 に お ける ， 21bp 繰 り返 し配列の 後期
コ ー デ ィ ン グ 鎖側 に 特異的に 結合 する タ ン パ ク 質 を ，
m o nkey CV l細胞 か ら 精製 し て い る 一 今 回 ， S．
ce 柁 びねブ戊ど で 検出 した 一 本鎖 DN A結合タ ン パ ク 質 因
子 は ， 熱変性 した pB R322 DN A断片と比 較 して ， 約
20倍強く C 6 オ リゴ ヌ ク レ オ チ ドの
一 本鎖 DN Aに 結
合す る が ， Gailla rd らの 見い 出し た タ ン パ ク質 と比 較
す ると
，
そ の 特異性 はや や 低 い ． こ れ は ， タ ン パ ク 質
－ D N A複合体の 形成 に 関 し て ， 特異的 な認識 に よ る
結合 ば か り で なく ， あ る 程度 ， 非特異的な結合力が関
与 して い る可能性 も考 えら れ る ．
A R S l領域 に 特異的 に 結合す る タ ン パ ク 質に つ い て
は




13，が 報告さ れ て
い る ． A B F I は， A RSl 領域 ， ド メ イ ン B の ，
be nding 領域と 重複 した A B F I部位 に 結合す る タ ン
パ ク 質因子 で ， A RSl 以外 に も ， A R S2， H M R E， 2
jL m プ ラ ス ミ ド ， HIS 3
．D E Dl等の A R Sに 結合部位
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を持っ て い る ． しか し， A BFI は． ヒ ス ト ン H 2 B，
H 4． H M L Eの A R Sに は結合 し な い し ， A R S と は無
関係な D E Dl 遺伝 子 の近傍 の upstre a m a ctiv ating
s equ e n c eくU A Sl に 結合す る こ と が知 ら れ て い る ． ま
た ， A R Sl にお け る A B F I結合部位 の 欠損変異 は ，
A R S活性 に ， わ ずか な影響 しか 及 ぼ さ な い
9I121
． そ れ
ゆ え ， 少な く と も プ ラス ミ ドに お い て は ， AB F Iの
A R S活性 へ の寄与 は ， 少な い と 考え ら れ る ． ま た ，
Swede rら
L3I
に よ っ て示 さ れ た A B FIIIに つ い て も ，
A B F 王 と同様 に ， そ の 結 合部位 の 欠損変異 に よ る
A RS活性 へ の 影響 は少な い ． こ れ らの こ と よ り ， ド
メ イ ン B と， ドメ イ ン B を認識す る タ ン パ ク 質国子 と
の 相互 作用 だ け で は ， A RSl の 機能 を説明す る こ と は
不十分 で あり ， ド メイ ン A及び
，
その 近傍 と相互作 用 す
る タ ン パ ク 質因子 を 調 べ る こ と が 重 要 だ と 考え ら れ
る ． 今 回 ． 検 出 した 一 本鎖 D N A結合 タ ン パ ク質 因子
が ， 直接 に ， D N A複製開始 に 関わ っ てい る か どう か
に つ い て は調 べ て い な い が ， その 認識部位が ， コ ン セ
ン サ ス 配列 およ び そ の近傍の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を
含む額域である こ と は ， 重 要 で ある と思 わ れ る ． コ ン
セ ン サ ス 配列 を含む 19bp エ レ メ ン トは セ ン ト ロ メ ア




ン トロ メ ア を含ま な い プ ラ ス ミ ド で は ， 高頻度形質転
換活性 を示 さ ない 句 ． 後者の プ ラ ス ミ ド で は ， コ ン セ
ン サ ス 配列 に 加 え て ， そ の 近 傍 の 領域 くPstl－ BglIIl
が ， 高頻度形質転換活性に 必要で あ る ． Palzkill ら叫
は ， C 2G l の A R Sに お い て ， コ ン セ ン サ ス 配列単独 で
は A R S活性 を示 さな い が ， コ ン セ ン サ ス 配列 と近傍
の コ ン セ ン サ ス 類似配列を も つ も の で は A RS 活性が
見 られ る こ と を示 し ． A RS 領域 に 複数存在 す る コ ン
セ ン サ ス 類似配列が A R S活性 に と っ て重 要 で あ る報
告 して い る ． こ れ らの 報告 を考 え合わ せ る と ， A RSl
に おtlて A R S活性 に 重 要な の は ， コ ン セ ン サ ス 配列
お よび その 近傍 の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含 む領域と
考 え られ ， こ の 領域 の 一 本鎖 D N Aと特異的 に 相互 作
用 す る タ ン パ ク質 因子 を検出 した こ と は ， 意義深い こ
と と思わ れ る ． 興味深 い こ と に ， S V 40 の D N A複製
必須領域に お い て も ， 特異的な 一 本鎖 D N A結合タ ン
パ ク質因子 が ， Tr a ut ら
201 に よ っ て 見 い 出 さ れ て い
る ． M o nkey kidn ey cell由来の こ の タ ン パ ク 質 因子
は ， 二 本鎖 DN A複製必須領域 に 特異的に 結合 す る と
同時に ， こ の 領域 の どち ら の 側 の 一 本鎖 D N Aに も 特
異的に 結合す る と報告され て い る ． ま た ， こ の S V 40
結合タ ン パ ク質 は ， 必須領域 の う ち パ ポ ー バ ウイ ル ス
で保存 され て い る 12bp の領域 に 変異 を も ち ， か つ 複
製活性 を持 た な い 変異配 列 に は 結合 し な い た め ，
野
S V 40 の D N A複製 に 関与す る タ ン パ ク 質因子である
と結論 さ れ て い る ． 今回 ， S． 毘 柁 びゐねe に お い て， 単 一
因子 に よ るの か ， 複製の 因子 に よ る の か 明ら か で ない
が ， A R S lの ド メ イ ン A お よ び その 近傍 の 領域 に つ い
て
， 0鎖 ， 0鎖双 方 に ， 特異的な タ ン パ ク 質が検出さ
れ た こ と か ら ， SV 40複製必須領域 と相互作用 する タ
ン パ ク質 と 5． c g 柁ぬ 怨g で検 出さ れ た タ ン パ ク質が ，
同 じよ う な機能 を も つ も の で あ る可能性 が考 え られ
た ．
D N A複 製開始機構が 最 も よ く調 べ られ て い るの
は
，
且 cogg で あ るが， 且 c oJfに お け る D N A複製開
始は ， D N A複製必須領域 で ある O riC領域 でお こり，
こ の 際 ， プ レ プ ラ イ ミ ン グ複 合体形成 に ． dn aA．
dn aB， dn aC の タン パ ク質が 関与す る こ とが ， 明らか
と な っ て い る ． ま ず， 4個 の dn aA ボッ ク ス を含 む領
域 に ， 複数の dn aA タ ン パ ク 質が 結合す る こ と によっ
て初期複合体が 形成 さ れ ． そ れ に よ っ て ， 近接 した
13m e rの モ チ ー フ が 3個並 んで 存在す る領域が ， 二 本
鎖 か ら 一 本鎖 へ 開か れ る ． 続 い て ， その 開か れ た 一 本
鎖の領域 に ， dn aB， dn aC タン パ ク 質が 導入 され てプ
レ プ ラ イ ミ ン グ 複合体 が 形成 さ れ る 21I． 今 回 ， 5．
cg 柁 むねねg に お い て ， 特異 的な 一 本鎖 D N A結合活性
をも つ 核 タ ン パ ク 質因子 を検出 したが ， 且 coJfの 基本
的な機構く二 本鎖か ら 一 本 鎖 へ の オ ー プ ニ ン グ ー プ レ
プ ライ ミ ン グ複合体の 形成 － プ ラ イ マ ー の合 成ナ を参
考 に す る と ， こ れ らの タ ン パ ク 質因子 が ， 複製開始領
域の 二 本鎖 D N Aが 開か れ た後 の ． プ レ プ ライ ミ ン グ
複合体 の形 成 に 関与 して い る こ と が 予想さ れ た ．
結 論
5． c gr e ひ毎払g の A R Sl領域 に 結合す る タ ン パ ク質因
子 を ， ゲル シ フ トア ツ セ イ を用 い て調 べ 次 の 結論 を得
た ．
1 ． A RSl領域 の う ち PstI 部位か ら RsaI 部位の
6bp 上 流 ま で の 9 7bp を含 む D N A断片くK491と相
互 作用 す る タ ン パ ク 質 因子 が 検出さ れ ， そ の 複合体
は
， 0側の 一 本 鎖 D N A と タン パ ク 質 と の 複合体であ
る こ とが 明 らか と な っ た ．
2 ． コ ン ペ テ ィ シ ョ ン 実験 よ り ， 上 記の タ ンパ ク質
因子 の 結合部位 は ， 0鎖側の コ ン セ ン サ ス 配列お よび
そ の 近傍 の コ ン セ ン サ ス 類似配列 を含 む領域 に ある こ
と が明 ら か と な り ， ま た ， こ の 領域の0鎖側合成オリ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド を ブ ロ ー プ に 用 い た と き に も ， 特異的
な結合 タ ン パ ク 質が検出され た ．
3 ． 同 じ領域 のせ鎖側 に も ， 特異的 な結合 タ ンパ ク
質が検出さ れ た ．
酵母 の 自律複製領域 A R Sl と結合す る タ ン パ ク質
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Key w ord自 S． c e re visia e， A R S l， D N A binding fa cto r， gel shift a ss ay，
Single － Str a nded
D N A
A b8tr 礼Ct
Sinceplasmids co nt aining A R Ss c an tr ansfor m S ． c erevisiae c ells athigh
frequency，
A R Ss a re c o n si de red to be r eplic ation o rigin s of chr o mo s o m e s． To study the me cha nis m
ofinitiatio n of e ukaryotic chrom oso m al replicatio n， W e e Xa min ed pr otein facto rs wh ich
interact specifica11y with A RSl region m ap ped on chrom o s om e N ne ar
the ce ntro m e re in
s． ce r e visia e． U sing gel shift a s ay， W efo und pro tein fa cto rs
thatbou nd to single str a nded
DNA of K 49c ont aining 97 bp r egion from PstIsite t o 6 bp upstr eam of RsaIsite of
A R S l． Co mpetition e xpe rim ents with vario us synthetic oligon u cle otide s sug ges
t str o ngly
thatthe rec ognlt1 0n Sitefor thesefactors w asincluded in C6 01igonu cleo tide co n
taining the
co n s e n s u ss equenc e a nd adjacent c o n s e n s u s
－r elated sequen c e of O str and of K 49． Indeed，
w he n C6 01igonu cle otide w as used a s the probe， S eque n Ce
－Spe Cific oligo n ucleo tide －prOtein
c。m plex eswe re dete cted． W he nC5 01igo n ucle otide， Which c ont ains O strand of the sa m e
r eg10n， W a S uS ed as the pr obe， a SpeCific oligon ucle otide
－prOtein co m ple x w a s also
detected． Consi dering the fa ct that the region containing the c on s e nsu s sequen c e
a nd
adjace nt c ons e n s u s－ related sequ enc eis essential fo rhigh frequency tra n sform a tion a c
tivity，
thes e r e sultsimy ply that thesedetected protein fact ors partlClpate in D N Areplic ation
．
